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 リ ンパ球は細 胞性免疫にお いて 中心的役割を担っている。 非特異的刺戟物およ び特異抗原の刺
 戟に対する培養末梢血 リ ンパ球の tra ns fo rma tion を観 察 し,リ ンパ球の 機能を検査する方
 法は,細胞性免疫'に関する基礎的および臨床的研究において,重要な手段となってきている。 し
 か し従来の検 査方法は白血球またはり ンパ球を末 梢血 か ら分離 して培養するので比較的多量の血
 液を必要とする。 従ってリンパ球の機能検査を臨床的に広く行なおうとする場合には,特に反復
 検査,小児 での検査は,容易には実施 できにくい欠点 がある。
 私は 染色体の研究 に用いられて いる Hungerf。rd の微量全血培養法によって細胞核標本を作
 成し,リンパ球 の反応を観察 し,この方法によってリ ンパ球の機能を o. 2薦という少量の血液で
 検査できるこ とを明 らふに し,容 易に実施 できる新 しいリ ンパ球の機能検査法を 確立 した。
 第1報においては phy tohemaggiut inin (PHA) に対する反応をも とに手技の検討 を行な
 った。 Hungerford 培養液 (Ea言l e's MEM の組成のうち ビタ ミ ンとアミノ酸を倍量に し,
 牛血清を15%に加えた )牽 5擢入れた培養びんにα2認の全血 と, 1バイ アルのPHA を 5雇
 の蒸留水に溶解 して 標準液と し,その 0.1諺を添加 し, GO2 培養器で37℃3日間培養 した。
 同時にPHA 無添加.も 培養 した。 回収後細胞核標本を作成し,次の成績牽得.た。 ・1) 無添加培養
 にく らべて,PHA 添加 培養 では分裂核が出現し,核の直径は大きい方にずれて 一峯性 に分布 して
 いた。 2) 接眼方眼マイ クロメータらを用いて核の大き さを計測 し, 7μ又はそれ以上の核と分
 裂核とを大型 細胞核と し,細胞核に対する大型 細胞核の割 合,分裂核の割合を 指標と し, PHAに
 よるり ンパ球の transf・rmat ionを観察セきることを明 らかに した。 3) 細胞核標本中には2
 個から6個 の核 が集合 しているのがみ られ,その集合 した核を1個ずつ計測 する のがよいと一考え
 られ た。
 第2報においては PHA を添加培養 し, 2, 3の 条件 がtrans fo rma ti ・n の程度をあ らわす各
 指数,即ち PHA添加培養の大型細胞核率,分裂核率,PHA 特有大型細胞核率( PHA 大型細胞
 核率か ら無添加 大型 細胞核率を引 い.た値 )およびPHA 特有大型細胞 核 比(無添加大型細胞核率
 に対する PHA 大型細胞核率の比 )に及ぼす影響について検討 した。 1) 同一標本の部位の間で,
 また同 じ血液牽培養 した培養びんの間で,各指数には著 しい変動はなかった。 2) Hungerf・rd
 培養液の方がTC-1 99培養液より各指数の値は高く,有意の差がみられた。 3) 培養容器とし
 て底面積の異なる培養 ぴんとシャーレとを用いた場合とで,各指数に有意の差はみられなかった。
 第3報では微量全血 培養法と白血球浮遊血漿培養法とによって,無添加, PHA添加培養夫々か
 ら細胞核標本と細胞標本を作成 し,次の成績を得 た。 1) 核標本又は 細胞標本は両培養法の間で
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 夫々同様な形態学的所見を示 した。 2) PHA添加培養の核標本での大型細胞核,分裂核の割 合
 は,細胞標本でのblast ce 且 と分裂細胞の割合と平行 していた。 3) 核標本における集合し
 た核は無添加全血培養で最も多く,無添加血漿培養 で少なく,PHA添加培養 では 両培養と も更
 に減少 し,血漿培聲では殆 どみられなかった。 4) 顆粒白血球は無添加全血培養ではよく保た塾,
 血漿 培養 では 減少 し,P HA によって減少 の程度が増加 した。 好酸球は比較的よく保だれてい た。
 5) 核標本における集合 した核および単核の一部は多核白血球由来の可能性尊ある。 6) 細胞標
 本においてはPHA の刺戟に よる blast cell は全血培養は血漿 培養より大きく,出現率は高
 かった。
 第4報 ではPHAを添加培養 し,各指数の培養日数による推移,PHAの濃度による各指数の
 変化及びPHA の刺戟効果に対するプレ ドニゾロ ンの作用を観察 した。 1) 無添加大型細塵核率
 は5日培養,7日培養で最高の例と全般的に低 い値 で経 過.した例とがあ つた。 PHA 大型 細胞核率,
 分裂核率,特有大型細胞核率及 び比の最高値は3日培養又は5日培養でみられた。 2) 5認の培地P HA
 の稀釈液を加えた成績では,大型 細胞核,'分裂核からみて?HAのリンパ球刺戟作用 には至適濃度
 があり,5名 は標準液,1名 はその1:2稀釈液 であった。 2倍濃度では刺戟作用侭 球少 レ,稀
 釈度の増加とともに刺戟作用は 減少 し,1 :6 4. で に全 例に 刺戟作用はみ られなかっ た。.3 )マ HA
 標準液と各種 濃度の プレ ドニ ゾロ ンを同時に 加え て培養 した成績では,プレ ドニゾロ ンはP HA・
 の大型細胞核誘起作用を α0 1fで抑制'した。 量を増すにつれて抑 制作用は強くな つた。
 第5報においては微量全血培養法によ づて'P PDに対するリ ンパ球の反応を観察 し,更に'ツベ
 ルクリン皮内反応との相関鯉察 した・ ・) ツ皮内反応麗者においてはP.PDによ.る韓蘇
 は培養5日以後に最高となり,最高となる培養日数には個人差 があ つた。 PHAでは培養多日マ
 刺戟効果が大きく,分裂核出現が高率であったのとは異ってい た6 単一量のPPDと単一培養 '日
 数を用 いる場合の条件はPPD25r,7日培養が最適であっ た。 2) PPDによる大型 細胞核め
 割合は個人差が大きかったが,硬結のない群 1硬結 のみの群,硬結の他に二重発率,一水泡,壊死
 を伴なう 馳強い群の3群にわ 胱 ツ皮 内反応の強 さと平行 していた岬 P旅 よる 分裂稼 噸
 結のないツ皮内反応 の群ではみ られず,Hungerf・ord 培養液で は硬結のある群では高率に,・
 TC-199培養液では最も 強いツ皮内反応の群の全員にみられ,ツ皮内反応の強 ざと相関 して
 い た。
 第1～5報において観察 した成績のう ち,従来の白血球又はリ ンパ球培養法によって,blast
 cell 又は放射能標識化合物の取込みを指標と して観察されているリ ンパ球の機能に関 しては,
 従来の報告と同様の成績を得た。 従って本論文に報告した微量全血培養法に よ←っ て細胞核標本を
 作成 し,分裂核をふくめて細胞核の大きさを指標と した新 しい検査方法によ って,リ ンパ球の機
 能が検査できると結論する。 この方法は採血量が少なく,容易に実施できる利点を有する。
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 審査結果の要旨
 非特異的刺戟物語よび特異抗原による培養末梢血リンパ球の trans formation を観察する
 リンパ球の機能検査法は細胞性免疫の研究に 重要な手段である。 しか し従来の方法は全血からリ
 ンパ球を分離 して培養するため, 比較的多量の血液を要 し, 反覆検査, 小児での検査な ど臨床的
 には実施 しにくい欠点がある。
 著者は Hunger ford の微量全血 培養 法によ って細胞核標本を 作成 し, 核の 大きさ を指標と し
 てリン パ球の反応が検査できることを明 らかに し, 0, 2ml の少量の血液で容易 に実施できる新
 しいリンパ球の機能検査法 を確立した。
 第1報では PHA に対する反応をもとに手技の検討を行なった。 培養液 5ml に全血 0.2ml
 を加えて培養 し, 無添加, PHA 添加培養から夫々細胞核標本を作成した。 PHA 添加培養では
 無添加培養にく らべ, 核の直径は大きい方にずれて一 峯性の 分布を して冷 り, 分裂核が出現 して
 いた。 直径7μ又はそれ以上の核と分裂核とを大型細胞核と し, 大型細胞核, 分裂核を指標とし
 て PHA によるり ンパ球の trans formati on を観察で きる ことを 明 らかにした。 ま たこの新
 しい手技の詳細をのべた。
 第2報では PHA を添 加培養 し, trans formation の程度をあらわす各指数 に 及ぼす 2,
 3の条件を検討した。 各指数は同一標本の部位の間で, また同じ血液を培養 した 培養 びんの間で,
 更に培養ぴんとシャーレとの培養容器の間で, いずれ も著 しい差はなく, Hungerf ord 培養液
 の方が TG-199 培養液より各指数は高い値がえ られ た。
 第3報では微量全血培養法と白血球浮遊血漿培養法とによって, 無添加, PHA添加培養夫々
 から細胞核標本 と細胞標本とを作成 した。 PHA 添加培養の核 標本での大型細胞核, 分裂核の割
 合は細胞核標本での bIas重 ce11と分裂細胞との割合と平行 していた。 核標本での集合 した核沿
 よび 単核の一 部は 多核白 血球由来の可能性が ある こ とを指摘 し た。
 第4報では PHA を添加培養 し, 培養日数による各指数の推移, PHA の刺戟作用には至適濃
 度があること, PHA の刺戟 作用はプレ ドニ ゾ・ンによ って抑制されることを明 らかに.した。
 第5報では微量全血培養法によって PPD の刺戟に対するリンパ球の 反応を観察した。 ツベル
 クリン皮内反応陽性者ではPPD によ る刺戟効果がみ られ, 培養5日以後に最高 とな り, PHA
 よりお・ そかった。 単一量の PPD と単一培養日数で検査するにはPPD 25r, 7日培養が最適
 であった。 PPD による大型細胞核率は個人差があったが, 集団と して観察すると, ツ皮内反応
 の強さ と平行 してい た。
 第1～ 5報での成績のうち, 従来 bl ast cenま た1:ま放射能標識化 合物の取込みを指標と して
 観察報 告さ れているリンパ球の 機能に関 してほ,従来の報告 と同様の成績をえている。 こ. れは本論
 文の新 しい方法 によ ってリンパ球の 機能 が検査できることを示す ものである。 この方法は採血量
 が少な く, 実施が容易であるか ら, 細胞性免疫の臨 床的研究に役立つことが期待される。
 以上か ら本研究は独創的研究であって, 学位を授与するに値する ものであると認める。
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